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論 文 内 容 要 旨
Latex凝 集 反 応 に よ るtoxoplasmosis(Tp症),妊 娠 お よ びdisseminatedintravascu-
larcoagulationsyndrome(血 管 内凝 固症 候 群,以 下DIC)の 診 断 試 薬 につ いて 検 討 し,各
々のlatex凝 集 反 応 試 薬 の 調 製 条 件 を 明 らか に した。 ま た.,上 述 の 試 薬 につ いて,各 々を 好 適 条
件 で 調 製 し,臨 床 的診 断 に応 用 し,そ の 有 用 性 を 明 らか に した 。
1-1τ ・卿p♂ α3皿α(Tp)latex凝 集 反 応 試 薬 の 調 製 条 件 と安 定 性
τ・∬・p♂α鋤 αg・ 認 翻 のRH株 虫 体 よ り抽 出 した抗 原 を,予 備 試験 に よ り選 択 した 。0.9μ 祝の
latex粒 子 に感 作 し,Microtiter(MT)法 を 行 った 。MT法 によ る凝 集 反 応 はU字 型 トイ レを
用 い,抗 体 稀 釈 液0.025認 に抗 原 感 作latexsuspensionO.025認 を 加 え,1夜 静 置 後 判 定 す る
方 法 で あ る。 抗 体 稀 釈 用 緩 衝 液 の 好 適pHはpH8.0付 近 で あ った こ とよ り,以 後 稀 釈 用 緩衝 液 の
pHを8.0と した。 次 に,latexへ の 抗 原 の 至 適 感 作 条 件 は,37。C,感 作 抗 原 濃 度,1.78㎎/認
附近;感 作 時 間,20min以 上,pH7.0～10.0,イ オ ン強 度,1諾0.01-0.5,で あ り,そ の 際
の感 作 抗 原 量 はlatex.1㎎ 当 り37.6〃 附 近 で あ る こ とを 明 らか に し た 。 そ こ で,抗 原 濃 度
1.8㎎ 癩,pH .8。0,1=0.25,370C,60minの 感 作条 件 を 好適 条件 と して 選 定 し,作 製 し た
試薬 につ いて 調 べ た結 果,そ の 試 薬 は5℃ で20カ 月 以 上 の保 存 に 対 し安定 で あ った 。また,MT
法 を 行 う に際 し,血 清 の 非 働 化(56℃,30min)も 吸収 操 作 も行 う必 要 の 無 い こ とを 明 らか に
した。
1-2MT用 試 薬 に よ る ヒ トの 診 断 法
好適 条 件 に よ り作 製 したTplatex凝 集 反 応MT用 試 薬 が ヒ トのTp感 染 の 診断 に 使 用 出来 る
か 否 か を 検 討 した,ヒ ト血清741例 の 抗体 価 頻 度 分 布 は1=16を 谷 と し,<1:16お よ び1:
256を そ れ ぞ れ 峰 とす る2峰 性 が 認 め られ た の で,≧1332を 陽 性 限界 と設 定 した 。 そ の 判 定
規 準 に も とず き,Tp症 の 血球 凝集 反応 診 断 薬 と251例 の ヒ ト血清 を使 用 し比較 した と ころ,診
断 の 定 性 的 一致 率 は90.8%で あ った 。 また,他 の 血球 凝 集反 応 診 断 法 と して,LewlsandKe-
ssel法 と比 較 した と ころ,定 性 的 一 致 率 は90.7%で あ った 。
以 上 の成 績 を 考 え れ ば,こ のTplatex凝 集反 応MT用 試 薬 に よ るTp症 の診 断法 は各 種 の既 存
の 血 球 凝 集 反 応 診 断 法 と同様 に,ヒ トの 標 準 的診 断法 で あ る色 素 試 験 に カ～わ る 方法 で あ り,更 に,
血 球 凝 集反 応 に く らべ,血 清 の非 働 化 や非 特 異 抗 体 の 吸 収 を必 要 と しな い こ と を特 徴 と し,ま た,
安 定性 や 感 度 が 高 い こ とよ りTp症 患者 の ス ク リー ニ ン グ法 と して も十 分 使 用 出 来 る と結 論 さ
れ た 。
1-3MT用 試 薬 に よ る動 物 の診 断法
好適 条件 で作 製 したTplatex凝 集 反 応MT用 試 薬 が,ブ タ,ネ コお よ び マ ウ ス のTp症 診 断 に
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使 用 可 能 か 否 か を検 討 し,ま た ウサ ギ や マ ウス の 実験 感 染 に よ るTp抗 体 価 上 昇 経 過 を 追 跡 した。
ブ タ血 清736例 お よ び採 血濾 紙545例 の 抗体 価 頻 度分 布 は,と もに1:32を 谷 とす る2峰 性 を 示
した の で,1:64を 陽 性 限 界 と した。 こ の規 準 に よ る ブ タ血 清217例 お よ び採 血 濾 紙102例 の 血
球 凝 集 反応 試験 と の定 性 的一 致 率 は,そ れ ぞれ,91.7お よ び90.2%で あ った 。 また,ブ タ430頭
の抗 体 価 と,そ の 横 隔 膜 マ ウ ス接 種 に よ るTp検 出の 関 係 は,抗 体 価,≧1:64の92の 内72頭
(78.3%)がTp検 出陽 性 で あ り,〈1:32の334頭 か らは1例 しか 検 出 され な か った 。次 に ,
ネ コ採 血 濾 紙387例 の 抗 体価 頻 度 分 布 は1:32を 谷 とす る2峰 性 で,陽 性 限界 を1=64と 設定 し
た。 こ の規 準 に従 え ば,血 球 凝集 反 応 との 定性 的一 致率 は84.7%で あ った。血清 の抗体価 とTp分
離 成績 との 関係 は ≧1=64の22頭 中19頭(86.4%)にTpが 検 出 され,そ の 抗 体 価 ≦1:32の
20頭 か らは全 て検 出 され なか った。 マ ウ ス はTpに 関 す る各 種 実 験 に多 用 され る ので ,マ ウ ス に
つ い て 血清 の抗 体 価 と脳 内Tpcystの 存 在 関 係 を 調 べ た と こ ろ
,抗 体 価 ≧1=32の19匹 中14匹
(73.7%)にcystが 認 め られ,≦:1:16の493匹 か らは3匹 にの み 検 出 され たに す ぎなか った 。
ウ サ ギ お よ び マ ウ ス にTpを 感 染 させ,抗 体 価 を 経 日的 に追跡 した 結 果 ,初 期 抗 体 の 検 出 は 良好
で,そ の抗 体 価 は 両 者 と も5週 後 にほ ぼ ピー クに 達 し,以 後 高 い 抗体 価 を 持続 した。
以 上 よ り,こ のTplatex凝 集 反 応MT用 試 薬 に よ る診 断法 は,ブ タ,ネ コ,マ ウスのTp症 の
診 断 に ヒ トの 場 合 と同様 に使 用 出 来 る こ とを 明 らか に した。
2-1Humanchorionicgonadotropin(HCG)の 精 製 と精 製HCGの 免 疫 学 的 お よ び物
理 化学 的性 質
HCG測 定 用,抗 体 感 作latex凝 集 反 応 の検 討 に使 用 す るた め ,免 疫 学 的 に 均 一 なHCGを 多
量 に得 る 目的 で,そ の精 製 法 を 検 討 した結 果,市 販 粗HCG(免 疫 活 性1,5501U/㎎)を 出発 原
料 と して,DEAE-SephadexA-25,CoNA-Sepharose,SephadexG-100の 簡 単なカ ラ
ム ク ロマ ト操 作 で,5,5501U/勿(免 疫 活 性)のHCGを 高 回 収 率 で 得 る方法 を確 立 した
。 そ の
方 法 で 精 製 したHCGのOuchterlony法 や 免疫 電 気 泳 動法 で の 免疫 学 的 検索 で はHCG以 外 の來
雑 タ ンパ クが 認 め られ ず 均 一 で あ り,目 的 にか な った 標 品 で あ った。 そ の標 品 の超 遠 心 分析 で は
単 一 な ピー クを 示 し,S20,w.値 は3.07で あ り,SephadexG-150で 測定 したStokes'rad.ius
む ズ
は37Aで あ った。 また,こ の標 品 の ア ミノ酸 分析 値 お よ び炭 水 化 物 含 量 は 生 物 学 的 活性 を指 標
と して 精 製 され た 。他 の精 製HCGの 値 と近 似 の値 で.あった。 しか し,更 にdiscelectropho-
resisお よ びisoelectrofocusingに よ り分 析 を行 った とこ ろ ,micrσ 一heterogeneitylこ 起
因 す る2～3本 の バ ン ドが認 め られ た。
2-2抗HCG抗 体 感 作1atex凝 集 反 応 試 薬 の調 製 条 件
Latex凝 集 反 応 に お い て非 特 異 反 応 を阻 止 す る た め,免 疫 学・的 に均 一 な精 製HCGを 免 疫 し,
得 られ た抗 体 を使 用 した。 その 抗 体 を使 用 し,HCGを 免 疫 学 的 に測 定 す る抗HCG抗 体 感 作1a一
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tex凝 集 反 応 試薬 に 関 す る調 製 条 件 の検 討 を行 った。 そ の結 果,HCGを 感 作 した血 球 凝 集 反 応
で測 定 した抗HCG抗 体 価 とIatex凝 集 反 応 によ るHCGに 対 す る感 度 お よ びprozone(抗 原 過
剰 に よ る反 応 の陰 性 化)の 関 係 は,latex粒 子 へ 感 作 す る抗 体 価 が高 い 程,感 度 もprozoneも
む む
良 好 と な った。 ま たlatex粒 子 径 との 関 係 は,粒 子 径 が1.090A～8.040Aの 範 囲 で は粒 子 径 が
大 き い方 が感 度 が 高 くな るがprozoneは 逆 に低 下 した。 しか し,最 高 感 度 を 示 したlatex粒 子
単 位 画積 当 た りの 抗 体 量(IgG量)は 粒 子 径 が 異 って いて も一 定 の 値(214～223n9演)を 示
す こ とを 明 らか に した 。HCGと 共 通 抗 原 性 を 持 つhormoneと の 交 差 凝 集 反 応 は,HCGに 対す
る感 度 が0.6-1.OIU/認 の 時,humanluteinizinghormoneで は1,7-4.OIU/認 以 上,
humanthyroidstimulatinghormoneで は10-19mUSPunits/絃 以 上 に 認 め られ た。
2-3抗HCG抗 体 感 作latex凝 集 反 応 試 薬 の 臨 床 的 応 用
妊 娠 診 断 に 使 用 す る こ とを 目的 と し,HCGに 対 す る感 度 お よ びprozone .を各 々,0.108μ5〆
認(0.61U,瑠),1,800μ 榔(10,0001U形)に 設 定 した1atex試 薬 を 調 製 し,臨 床 的 応 用
を試 み た と こ ろ,尿 を 用 い た 妊 娠 診 断 で は,妊 娠 初 期(5～12週)に お け る正 診 率 は98.3%,
残 り1.7%は 偽 陰 性 と,良 好 な成 績 が 得 られ た 。・一 方,偽 陽 性 反 応 に つ い て,非 妊 娠 尿,即 ち,
タ ンパ ク尿 症 患 者 尿,150例,閉 経 期 後 婦 人尿,110例,正 常 非 妊 娠 婦 人尿,762例 を 使 用 し検
査 した と こ ろ,全 例 陰 性 を 示 した 。 次 に 血 清 中 のHCG測 定 を 試 み た 。 血 中HCG濃 度 は 妊 娠 初
期 で の胎 盤 機 能 を反 映 す る良 い 指 標 と な る こ とが 知 られ て い る,HCG濃 度 は5週 よ りそ の 経 過
と と も に上 昇 し,10週(24.1μ 廊,平 均 値)ま た は,11週(21.4μ 卿)で ピー ク に達 し,そ
の後,測 定 した20週 迄 徐 々 に低 下 し,radioimmunoassayで 測 定 され た他 の 報 告 で の推 移 と同
じ傾 向 が 認 め られ た 。 血 清 につ い て の 偽 陽 性 反 応 は248例 の リュ ーマ チ 患 者 の 内14例 に認め られ
た。 しか し,そ の14例 の 患者 は 全 てRA-testで1=160以 上 の 強 度 陽 性 を 示 した 。 実 際 に,
iE常 非 妊i娠婦 人 血 清,685例 で 偽 陽 性 反 応 が 全 く認 め られ なか った こ とを も考 慮 す る と,本 試 薬
は尿 で の 妊 娠 診 断 に適 した 試 薬 で あ るば か りで は な く血 中HCG濃 度 も簡便 に測 定 出 来 る こ とを
明 らか に した 。
3DIC診 断 の た め のFibrinogen/fibrin分 解産 物D,Eのlatex凝 集 反 応 に よ る測 定 法
抗 体 感 作latex凝 集 反 応 によ るfibrinogen/fibrin分 解 産 物D,Eの 分 別 測 定 を 目的 と し,
ヒ トfibrinogen(Fg)をplasminで 分 解 し,そ れ を 原 料 と し,SephadexG-200カ ラ ム と
isoelectrofocusingに よ り分 解 産物D(Fg-D),お よ びE(Fg-E)を 精 製 した。そ の 各 々を
ウサ ギ に 免 疫 し,抗 体 を 得 た 。Latex粒 子 へ の各 々の 抗体 の 感 作 条件 は2-2で 述 べ た 方 法 で 調
べ ,そ の 好 適 条件 でlatex試 薬,抗Fg-D試 薬 お よ び 抗Fg-E試 薬 を調 製 した 。 抗Fg-D試 薬
の 感 度 はFg-D,0.35μ 〃 劔,Fg,3.5μ 〃%で あ り,抗Fg-E試 薬 で はFg-E,0.25μ 〃励,
Fg,15・9溜 であり洛 ・磁 薬のFgと の交差性は 塩 と%。 であ。た.・ の試薬を使用 し,
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Fgのplasmin分 解 モデ ル 実験,お よ び,ヒ ト血 清 中 のFg-D,Fg-Eの 分 別 測 定 に応 用 し良
好 な成 績 が得 られ た。 本 法 で の 正常 ヒ ト血 清78例 のFg-D,Fg-E値 の 分 布範 囲 は各 々α35以
下 一1,4μ 弼,お よ び0.25以 下 一 〇.25μg/励 の 低 『1:であ った の に 対 し,DICを 疑 わ れ た 患 者
血 清29例 で のFg-D,Fg-Eの 分 布 範 囲 は いず れ も 正常 人 に比 べ 上 昇 して い た。 以 上 よ り本 法
はFg-D,Fg-Eを 簡便 に しか も迅速 に分 別測 定 出来,DICの 診 断 に 使 用 可 能 で あ る と結 論 出
来 る。
以 上 の よ う に,本 研 究 はlatex凝 集 反 応 試 薬 の 調 製 条 件 を 検 討 し,特 異 性,簡 便 性,再 現 性
お よ び感 度 に優 れ た新 しいTp症 の 診 断 薬 を 開 発 し,そ の 臨 床 的 診 断 に よ る有 用 性 を 明 らか に し
た。 次 に,妊 娠 診 断 薬 につ い て 従 来 の 抗 体 感 作latex試 薬 の 欠 点 を 改 良 し,感 度,prozoneを
良 く し,し か も血 中HCGも 測 定 可 能 な妊 娠 診 断 薬 を開 発 し,そ の有 用 性 を 明 らか に した も の で




審 査 結 果 の 要 旨
Latex粒 子 を利 用 した 免疫 学 的 診 断 試 薬 は,リ ウ マ チ性 関節 炎 に始 ま り,紅 斑 性 狼 瘡 や ヒス ト
プ ラズ マ症 な ど に利 用 され て き た。
本 研 究 はLatex凝 集 反 応 を 新 し く トキ ソ プ ラズ マ症,妊 娠 診 断 や 血 管 内 凝 集 症 候 群 に適用 し
て実 用 化 を 目 的 と した もの で あ る。
内容 は3編 よ りな って い る。
1.Latex凝 集 反 応 に よ るToxoplasmosisの 診 断 法 に関 す る研 究
Toxoplasma感 染 症 の 診 断 薬 と して,特 異 性 と感 度 にす ぐれ 安 定 で 操 作 の 簡 単なIatex凝 集
反 応 試 薬 の調 製 条 件 お よ び操 作 法 に つ いて 検 討 し,latexmicrotiter法 が 目 的 に合 致 す るこ
とを 見 出 した。 こ の方 法 を ヒ トお よ び動 物 のToxoplasma症 の 診 断 に 利 用 し,従 来 の 色 素試 験
に代 るす ぐれ た方 法 で あ る こ とを確 認 した。
2.Latex凝 集 反 応 に よ る妊 娠診 断 法 に 関 す る研 究
妊娠 診 断 法 と して は 尿 中 のchorionicgonadotropin(HCG)の 測 定 が必 要 で あ る が,操 作
が簡 単で,反 応 も速 や か なlatex直 接 凝 集 反 応 が 適 用 し得 る こ とを 確 認 した 。特 に抗 原 過 剰 に よ
って お こ る反 応 の 陰 性 化 現 象 で あ るprozone現 象 の 改 良 を 種 々検 討 した 。 まず 市 販 の 粗HCGを
免疫 学 的 に均 一 な標 本 に精 製 して,こ れ で免 疫 して 得 た抗 体 を 利 用 して,妊 娠 診 断 に 好 適 な る条
件 を選 ん だ 。 その 結 果 妊 娠 初 期 の5～12週 に お け る的 中 率 は98.3%と い う結 果 が得 られ た。 ま
た本 法 は 血中HCGの 測 定 も容 易 に 出来 る こ とを 確 認 して い る。
3.Latex凝 集 反 応 に よるDisseminatedintravascularcoagulation(DlC)synd-
rome診 断 法 に 関 す る研 究
血管 内血 液 凝 固 症 はfibrinogenのplasminに よ る分 解 産 物fibrinogenD,fibrinogenE
の分 別 測 定 が 必 要 で あ る。Latex直 接 凝 集 反 応 を 利 用 して 高 感 度 に,迅 速 に,し か も簡 便 に測
定 し うる方 法 を 確 定 し,DIC症 候 群 の 診 断 法 に応 用 で き る こ とを 確 認 した もの で あ る。
以 上,本 研 究 はlatex凝 集 反 応 を 利 用 して,ト キ ソ プ ラズ マ 症,妊 娠 診 断 お よ びdissemi-
natedintravascularcoagulatioh症 候 群 の 診 断 を,高 感 度 に,し か も 簡 便 に 行 なえ る よ う
な方 法 を 確 立 した 有 意 義 な研 究 で あ る。
学 位 論 文 に価 い す る もの と認 め る。
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